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阿南 原 等 跳 肠 道 细 菌 的 分 离 鉴定 及 
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HE.: [ 目 的 ] 本 研究 旨 在 确定 阿南 原 等 跳 Proisotoma ananevae 成 虫 肠 道 细 菌 的 组 成 ,并 筛选 降解 
纤维 素 细菌 。【 方 法 】 运 用 传统 培养 与 16S rDNA 测序 相 结合 方法 ,分 离 鉴 定 阿 南 原 等 跳 成 虫 肠 道 
内 可 培养 细菌 ;通过 次 甲 基 纤 维 素 钠 筛 选 培养 基 (CMC ) 筛选 能 够 降解 纤维 素 的 细菌 ,并 采用 3,5- 
二 硝 基 水 杨 酸 (DNS ) 法 测定 不 同 pH(5.0 ~9.0) 下 的 纤维 素 酶 活力 。 【结果 】 从 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 
道 共 分 离 到 20 种 不 同 的 菌株 ,隶属 于 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、 变 形 菌 门 (Proteobacteria) 和 放 线 菌 门 
(Acinobacteria) 3 门 的 10 属 , 即 葡 葡 球菌 属 Staphylococcus, 芽孢 杆菌 属 Bacillus, Terribacillus , 
Advenella, H A BR F 36 3T B] Lysinibacillus, "& +F Bj Æ 4rtprobacter， 肠 杆菌 属 Enterobacter, 
Glutamicibacter, 无 色 杆 菌 属 Leucobacter 和 不 动 杆菌 属 Acinetobacte; 5; A 1 株 未 鉴别 细菌 。10 株 纤 
维 素 降 解 细菌 分 别 隶 属于 厚 壁 菌 门 (Firmicutes ) 40 2x 2X, I] 11 ( Acinobacteria)2 门 的 6 Æ , FR A & + 
菌 属 Leucobacter , 芽孢 杆菌 属 Bacillus, Terribacillus, 35 ABR F 3€ 4T A /& Lysinibacillus, "8 4T A 属 
Arthrobacter 和 Glutamicibacier。 酶 活力 测定 结果 显示 所 有 纤维 降解 素 菌株 在 pH 7.09.0 z A4 
维 素 酶 活性 均 相 对 较 高 , 且 pH 8.0 时 酶 活力 最 高 。【 结 论 】 结 果 说 明 ,阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道 内 存在 
复杂 的 细菌 结构 ,在 偏 碱 性 条 件 下 降解 纤维 素 的 细菌 酶 活力 要 高 于 酸性 条 件 下 的 酶 活力 ; 跳 吕 作为 
生态 系统 中 的 分 解 者 ,其 肠 道 内 大 量 降解 纤维 素 细菌 的 存在 不 仅 有 助 于 跳 足利 用 环境 中 的 大 分 子 
有 机 物 满足 自身 的 营养 等 需要 ,同时 对 于 饲料 及 工业 生产 也 具有 一 定 的 应 用 价值 。 
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Isolation and identification of intestinal bacteria and screening of 


cellulolytic bacteria in Proisotoma ananevae ( Collembola: Isotomidae) 
WANG Li-Xiu!, CHEN Wei', XIE Gui-Lin"' , ZHOU Liang (1. College of Life Science, Northeast 
Agricultural University, Harbin 150036, China; 2. Nanjing Perennial Botanical Garden, Nanjing 
210036, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to determine the composition of intestinal bacteria in Proisotoma 
ananevae and to screen the cellulolytic bacteria. [ Methods] The intestinal bacteria in P. ananevae adults 
were isolated and identified with traditional culturing method in combination with 16S rRNA sequencing. 
The cellulolytic bacteria were screened with carboxymethyl cellulose ( CMC) plate media, and the 
cellulase activity was measured by 3 ,5-dinitrosalicylic acid ( DNS) method under different pH conditions 
(pH 5.0 29.0). [Results] We isolated twenty bacterial strains from the intestinal tract of P. ananevae 


adults, which belong to 10 genera of three major phyla Firmicutes, Proteobacteria and Acinobacteria , 
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i. e., Staphylococcus, Bacillus, Terribacillus , Advenella, Lysinibacillus, Arthrobacter, Enterobacter , 


Glutamicibacter , Leucobacter and Acinetobacter , and one unidentified bacterium. Among them, 10 strains 


were cellulolytic bacteria belonging to 6 genera of Firmicutes and Acinobacteria, i. e., Leucobacter, 


Bacillus , Terribacillus , Lysinibacillus , Arthrobacter and Glutamicibacter. The cellulase activities in all the 


cellulolytic strains were relatively higher under pH 7.0 -9.0 and reached the maximum under pH 8. 0. 


[Conclusion] The results suggest that the bacteria in the intestinal tract of P. ananevae adults have 


complex structure. The presence of a large number of cellulolytic strains in P. ananevae , the disintegrator 


in ecosystem, not only helps springtails use macromolecules to meet their own nutrition requirements, but 


also has important application value especially in feed production and industrial application. 


Key words: Proisotoma ananevae; intestinal bacteria; 16S rDNA sequencing; cellulolytic bacteria; 


enzyme activity 


跳 虫 隶属 于 六 足 总 纲 ( Hexapoda ) 弹 尾 纲 
(Collembola) ,与 线虫 .螨虫 构成 土壤 中 三 大 优势 动 
物 。 无 论 是 垂直 还 是 水 平 上 跳 虫 的 分 布 极为 广泛 ， 
从 两 极 到 赤道 ,从 沙漠 到 高 山 或 冰川 雪原 都 有 跳 虫 
的 存在 ,有 的 跳 虫 甚至 能 在 水 下 生存 ( 陈 建 秀 等 ， 


























物质 的 消化 吸收 ,提高 饲料 的 利用 率 ( Lynd et al., 
2010) 。 鉴 于 跳 虫 重要 的 生态 功能 及 跳 虫 取 食 大 量 
纤维 素 类 物质 的 这 一 特性 ,我 们 首次 研究 跳 虫 肠 道 
内 细菌 的 结构 ,筛选 降解 纤维 素 的 细菌 并 进行 酶 活 
力 测试 ,寻找 酶 活力 较 高 的 菌株 以 便 更 好 地 应 用 于 














2007) 。 跳 虫 取 食 地 面 的 枯 梳 落叶、 土壤 中 的 真菌 
菌 丝 及 一 些 其 他 腐殖质 (Rusek 1998) ,有 些 种 类 的 
跳 虫 甚至 取 食 一 些 对 植物 根部 有 害 的 真菌 ,这 种 取 
食 行 为 可 以 帮助 植物 减轻 根部 的 病害 (Saitou and 
Nei, 1987) 。 

近年 来 ,有 关 跳 虫 的 生态 功能 已 经 引起 越 来 直 
多 的 关注 。 跳 虫 在 土壤 功能 中 起 主要 作用 (Rusek， 
1998) ,它们 能 够 影响 土壤 表层 凋落 物 的 分 解 速率 
和 营养 物质 总 量 ( Cragg and Bardgett, 2001) ; 某 些 种 
类 的 跳 虫 对 真菌 的 分 散 传播 具有 一 定 的 影响 ,这 类 
跳 虫 一 般 无 自 齿 盘 , 取 食 真 菌 的 子 实体 后 在 体内 经 
过 消化 作用 能 够 将 完整 的 孢子 通过 排泄 方式 归还 到 
环境 中 ,利用 跳 虫 在 土壤 中 活动 力 强 的 特点 很 好 地 
将 真菌 在 短 时 间 内 分 散 传播 , 对 于 土壤 中 真菌 的 分 
布 及 多 样 性 具有 重要 意义 (Nakano et al., 2017), 
有 些 种 类 的 跳 虫 如 Folsomia candida 与 是 晤 一 样 对 
于 一 些 重 金属 具有 很 强 的 耐 受 力 (Nakamura et al., 
2007) , 李 晓 勇 等 (2012 ) 研究 土壤 跳 虫 Folsomia 
candida 对 食物 中 铜 污染 物 的 吸收 和 排泄 证 明 , 跳 忠 
摄 入 体内 的 铜 大 部 分 能 够 通过 排泄 和 产 卵 的 方式 排 
出 体外 ,只 有 小 部 分 被 组 织 吸 收 。 由 于 对 土壤 中 的 
污染 物 高 度 敏感 ,在 土壤 污染 风险 评价 中 跳 虫 可 被 
用 作 良 好 的 环境 指示 者 ( 刘 玉 荣 等 , 2008) 。 

植物 性 有 机 物 纤维 素 中 存在 很 多 高 能 氧 键 , 导 
致 水 解 利 用 困难 , 绝 大 部 分 被 上 废弃。 纤维 素 酶 是 降 
解 纤维 素 的 高 效 催 化 剂 ,利用 微生物 生产 纤维 素 酶 
降解 纤维 素 应 用 于 饲料 生产 中 能 够 促进 动物 对 营养 
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饲料 生产 及 工业 生产 和 环境 污染 处 理 中 。 
1 材料 与 方法 


1.1 阿南 原 等 跳 的 解剖 及 上 肠 道 细菌 的 分 离 
供 试 跳 虫 采 自 于 中 国 辽 宁 省 丹东 市 凤凰 山 山 脚 
苔 检 茂 成 处 (44°13'00. 1"N, 128?00'12. I"E) ,采集 时 
间 为 2017 4E 6 H 22 日。 为 尽 可 能 保证 跳 虫 的 原生 
境 ,采集 跳 虫 时 将 苔 功 和 表层 土壤 一 并 带 回 实验 室 再 
将 阿南 原 等 跳 Proisotoma ananevae 成 虫 分 拣 出 备用 。 
取 阿 南 原 等 跳 成 虫 (6 头 ) 在 无 菌 水 中 清洗 2 
次 ,75% 酒 精 清 洗 1 次 ,再 用 无 菌 水 清洗 2 次 ,在 超 
净 工 作 台 上 将 跳 虫 置 于 载 玻 片 上 ,显微镜 下 利用 微 
针 刀 (Wang et al., 2017 ) 迅速 将 跳 虫 解剖 ,取出 肠 道 
放 入 装 有 100 kL 无 菌 水 的 2 mL EP 管 中 , 湾 涡 混和 多 
后 ,迅速 梯度 稀释 至 10”, 10 75010 73 个 浓度 ,各 
取 100 uL 肠 道 稀 释 液 分 别 涂 布 到 牛肉 襄 蛋 白 肪 培 
养 基 (NA) , 马 铃 曹 琼 脂 培 养 基 ( PDA ) ,牛肉 膏 蛋 白 
腑 葡萄 糖 琼 脂 培 养 基 ( BPDA ) ,LB 营养 玩 脂 培养 基 
(LB) 和 葡 菊 糖 铵 盐 培 养 基 (G)5 种 培养 基 上 ,所 有 
培养 基 pH 值 均 调 至 7.0 ~7.6, 每 个 浓度 设置 3 个 
重复 组 。 将 涂 布 后 的 平板 置 于 370 培养 箱 中 培养 
48 h, 挑 取 单 菌落 经 过 多 次 划 线 培养 ,纯化 直至 获取 
到 单 菌落 为 止 。 将 菌落 编号 , 置 于 37%C 180 r/min 
震荡 培养 24 h 后 ,在 50% 的 甘油 中 -80% 保存 。 
1.2 细菌 总 DNA 的 提取 及 16S rRNA 基因 的 扩 增 
细菌 DNA 的 提取 按照 试剂 盒 TIANamp Bacteria 
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DNA Kit( 天 根 生物 有 限 公 司 ,北京 ) 的 操作 步骤 进 
行 。 用 通用 引物 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTC 
AG-3') 和 1492R (5'-TACGGCTACCTTGTTACGACT 
T-3') 对 细菌 的 16S rDNA 进行 特异 性 扩 增 ,配制 50 
uL 的 PCR 扩 增 体系 : 10 x PCR buffer 5 uL, Mg”! 
(25 mmol/L) 4 uL, dNTPs (5 mmol/L) 4 uL, ER 
向 引物 (10 um/L) 4& 2 uL, Taq 酶 (5 U/uL) 0.5 
uL, ddH,O 27.5 mL, DNA 模板 (100 ng/mL)5 pL. 
扩 增 条 件 : 95C 预 变 性 5 min; 94% 变性 1 min, 
54 退火 1 min ,727C RETE 1.5 min, 30 个 循环 ;最 后 
72*C 延伸 10 mins, HH 1% 的 琼脂 糖 进行 凝 胶 电泳 检 
illl PCR 产物 ,在 凝 胶 成 像 系 统 的 紫外 灯 下 切 下 目 条 
带 , 按 照 AxyPrep DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 步骤 将 目的 
条 带 纯化 。 
1.3 系统 发 育 分 析 

细菌 的 16S rRNA 基因 PCR 纯化 产物 测序 工作 
委托 序 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公司 完成, 测序 结 
果 在 GenBank (https: /www. ncbi. nlm. nih. gov/) 数 
据 库 中 进行 BLAST 同 源 性 比较 ,将 获得 的 16S 
rRNA 基因 序列 应 用 MEGA6.0 软件 (Tamura et al., 
2013) ,采用 邻接 法 (neighbor-joining method, NJ) 构 
建 系统 进化 树 (Saitou and Nei, 1987), 使 用 
Bootstrap 自 举 1 000 次 检验 进化 树 的 可 靠 性 。 所 有 
序列 都 提交 至 GenBank 数据 库 保存 ,基因 登录 号 为 
MG646018 - MG646037 。 
1.4 降解 纤维 素 细菌 的 筛选 

降解 纤维 素 细菌 的 筛选 采用 选择 性 培养 基 甲 基 
纤维 素 钠 (CMC ) 筛选 ,培养 基 配 制 如 下 :NaCl 6 g, 
MgSO, 0.1 g, KH,PO, 0.5 g, CaCl, 0. 1 g, K,HPO, 
2.0 g, CMC-Na 15 g, (NH,),S0,2.0 g, 酵母 粉 1.0 
g, AIBUK 1 000 mL, pH 7.0, 琉 脂 18 g。 将 分 离 得 
到 的 肠 道 细菌 划 线 接种 到 羧 甲 基 纤 维 素 钠 培养 基 
上 ,于 培养 箱 中 37 培养 24 h。 待 菌落 长 出 后 挑 取 
单 菌落 点 种 于 羚 甲 基 纤 维 素 钠 培养 基 上 ,37Y 48 h 
后 用 1% 的 刚果 红 染 色 1h, 5% NaCl 脱色 1p ,观察 
并 记录 水 解 圈 直 径 及 菌落 直径 。 
1.5 纤维 素 酶 活力 测定 

挑 取 单 菌落 于 种 子 培 养 液 中 37%C 170 r/min 
振荡 24 h, 按照 1% 的 接种 量 接种 到 不 同 pH 值 




































































1 hg 还 原 糖 所 需 的 酶 量 定义 为 一 个 酶 活力 单位 ,用 
U 表示 。 对 查 葡萄 糖 溶 液 标准 曲线 y = 0. 9475x + 
0.003, R? = 0. 9978 ,计算 10 株 降 解 纤维 素 细 菌 的 
酶 活力 ,每 组 设置 3 次 重复 。 
1.6 数据 统计 分 析 

使 用 SPSS19 数据 分 析 软 件 对 水 解 轿 直 径 与 菌 
落 直 径 之 比 进行 差异 分 析 , 并 对 10 株 降 解 纤维 素 细 
菌 的 酶 活力 和 不 同 pH 值 下 酶 活力 进行 方差 分 析 和 
最 小 显著 差异 法 (LSD) 多 重 比 较 , 分 析 纤 维 素 酶 活 
力 在 各 个 pH 值 条 件 下 是 否 具有 统计 学 意义 。 
































2 结果 


2.1 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道 菌 群 的 分 离 培养 和 168 
rDNA 鉴定 

NA, PDA, BPDA, LB 和 G 5 种 培养 基 培 养 跳 
虫 成 虫 肠 道 细菌 共 得 103 个 菌落 ,根据 菌落 大 小 、 颜 
色 ,形态 共 鉴 定 出 20 种 不 同 的 菌株 :LB 培养 基 上 7 
种 ,NA 培养 基 上 5 种 ,BPDA 培养 基 上 3 种 ,PDA 培 
养 基 上 2 种 ,G 培养 基 上 1 种 。20 种 菌株 的 165 
rDNA 经 扩 增 后 在 NCBI 数据 库 中 进行 BLAST 比 对 ， 
结果 如 表 1 所 示 。20 条 序列 与 GenBank 中 的 10 个 
属 的 细菌 的 16S rDNA 序列 具有 较 高 同 源 性 ,序列 
一 致 性 在 98% 以 上 并 构建 系统 发 育 树 (图 1)。 它 
RIA H J& F FR 8€ DRE] ( Firmicutes ) , 2EJÉ I8 0] 
( Proteobacteria) 和 放 线 菌 门 (Acinobacteria) 3 门 的 
10 属 , 即 葡萄 球菌 属 Staphylococcus, ZF fü FT A 
Bacillus , Terribacillus , Advenella , $ zx R2 F TUAT vj 
Lysinibacillus, Ts FT W Jg Arthrobacter, W TT PA 
Enterobacter , Glutamicibacter ， 无 色 杆 菌 属 Leucobacter 
和 不 动 杆菌 属 Acinetobacte; 此 外 ,编号 为 L10 的 菌株 
的 16S rDNA 序列 与 1 株 未 鉴定 细菌 ( unidentified 
bacterium) 的 16S rDNA 序列 一 致 性 达 100% 。 
2.2 降解 纤维 素 细菌 的 筛选 

在 CMC 筛选 平板 上 长 出 的 菌落 经 过 1 和 刚果 
红 染 色 1h 和 5% NaCl 脱色 1 后 ,可 以 很 清晰 地 
看 到 菌落 与 纤维 素 水 解 圈 ( 图 2) ,刚果 红 染 色 由 于 
操作 简单 ,快速 等 优点 被 认为 是 筛选 降解 纤维 素 细 
菌 的 最 好 的 方法 。20 株 菌 株 共 得 到 10 株 产 纤维 素 
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(pH 5.0 -9.0) 的 发 酵 培 养 液 中 37% 200 r/min 振 
荡 培 养 36 h。 将 菌 液 5 000 r/min 离心 10 min 后 取 
上 清 液 稀释 10 倍 作 为 粗 酶 液 , 采 用 3,5- 二 硝 基 水 杨 
酸 法 (DNS ) 在 520 nm 处 测定 粗 酶 液 的 消光 度 。 
50C pH7.0 条 件 下 ,每 分 钟 水 解 CMC 产生 相当 于 








酶 较 强 的 菌株 , 产 酶 能 力 大 小 用 水 解 圈 直 径 与 菌落 
直径 之 比 表示 ( 表 2) ,比值 大 小 从 4.21 ~13.98 不 
等 ,其 中 有 5 株 细菌 产 酶 能 力 较 强 ( 比值 宇 6) ,方差 
分 析 结果 表明 : 10 株 细 菌 的 水 解 圈 直径 与 菌落 直 
径 之 间 差 异 显著 (P<0.05)( 表 2)。 它 们 属于 厚 壁 
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R1 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道 细菌 的 16S rDNA 的 分 子 鉴定 
Table 1 Molecular identification of the intestinal isolates in Proisotoma ananevae adults based on 
16S rDNA sequence analysis 
AER 分 子 鉴 定 序列 一 致 性 (%% ) CenBank 登录 号 
Strain Molecular identification Sequence identity GenBank accession no. 





放 线 菌 门 Actinobacteria 

















































































































B1 Arthrobacter arilaitensis 100 JX993762 
L6 Glutamicibacter nicotianae 99 KY646077 
L10 未 鉴别 细菌 Unidentified bacterium 100 HQ143291 
L12 Leucobacter zeae 99 JX669524 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 
B2 Terribacillus goriensis 99 DQ520571 
B3 纺锤 形 赖 氨 酸 芽孢 杆菌 Lysinibacillus fusiformis 99 CP010820 
Ll Lysinibacillus mangiferihumi 100 JF731238 
12 Terribacillus saccharophilus 99 AB243845 
NI 沸 样 芽孢 杆菌 Bacillus cereus 100 JH792383 
N2 松鼠 葡萄 球菌 Staphylococcus sciuri 100 AJ421446 
N5 松鼠 葡萄 球菌 Staphylococcus sciuri 100 KT887951 
N7 苏 云 金 芽孢 杆菌 Bacillus thuringiensis 99 KY312761 
N8 松鼠 葡萄 球菌 Staphylococcus sciuri 100 KY653115 
N9 FE ZETFT ER Bacillus cereus 99 AE016877 
变形 菌 门 Proteobacteria 
L5 Advenella kashmirensisi 100 KF683075 
L11 Enterobacter ludwigi 98 KX242269 
G2 Enterobacter muelleri 100 KP345900 
N3 嗜 油 不 动 杆菌 Acinetobacter oleivorans 98 CP002080 
P1 Enterobacter ludwigii 98 KX242269 
P2 Enterobacter muelleri 100 KP345902 


Wi ]( Firmicutes ) 4175 WI] ( Acinobacteria)2 门 的 
6 属 , 即 Leucobacter ， 芽 孢 杆菌 属 Bacillus, Terribacillus , 
MAM RIJE Lysinibacillus， 节 杆菌 属 
Arthrobacter 和 Cluiamicibacter。 在 本 研究 中 所 获得 
的 变形 菌 门 ( Proteobacteria) 中 ,没有 筛选 到 降解 纤 
维 素 的 细菌 。BPDA 培养 基 上 分 离 得 到 的 细菌 均 具 
有 产 纤维 素 酶 的 能 力 且 与 其 他 菌株 相 比 产 酶 能 力 较 
强 ,编号 为 Bl 的 菌株 水 解 圈 直径 与 菌落 直径 比值 
最 高 , 产 纤维 素 酶 能 力 最 强 ,在 G 和 PDA 两 种 培养 
基 上 获得 的 细菌 未 筛选 到 水 解 圈 明 显 的 菌株 。 
2.3 降解 纤维 素 细菌 的 纤维 素 酶 活力 

采用 DNS 法 测定 纤维 素 酶 活力 大 小 并 在 pH 
5.0 ~9.0 范围 寻找 酶 活力 最 高 的 粗略 pH 值 。 由 图 
3 可 以 看 出 ,降解 纤维 素 菌株 在 pH 5.0 ~9.0 之 间 
均 有 纤维 素 酶 活力 ,pH 5.0 时 酶 活力 最 低 , 随 着 pH 
值 的 升 高 ,纤维 素 酶 活力 也 在 逐渐 升 高 , pH (HOS 
8. 0 时 酶 活力 最 高 ,pH 9. 0 时 酶 活力 旦 下降 趋势 。 
单 因素 方差 分 析 及 最 小 显著 差异 法 (LSD ) 多重 比 较 
结果 表明 :10 株 降 解 纤维 素 细菌 的 纤维 素 酶 活力 在 













































































不 同 的 pH 值 下 差异 有 统计 学 意义 (P <0.05)。pH 
5.0 与 pH 6.0 的 纤维 素 酶 活力 相差 不 大 ,差异 不 显 
著 (P >0.05); 同 时 ,pH 6.0 与 pH 9.0 的 纤维 素 酶 
活力 相差 不 大 ,差异 不 显著 (已 >0.05)( 表 3)。 





























3 讨论 





本 研究 最 终 获得 3 门 10 属 原 等 跳 成 虫 肠 道 可 
鉴别 细菌 及 1 株 未 鉴别 细菌 (图 1)。 其 中 , 厚 壁 于 
|] ( Firmicutes ) 和 变形 菌 门 (Proteobacteria ) 这 两 门 
的 细菌 最 多 ,该 结果 与 大 多 数 昆 虫 肠 道 细菌 的 结构 
相同 ,这 可 能 是 它们 长 期 协同 进化 的 结果 ( Adams 
and Boopathy, 2005; 郑 亚 强 等 , 2017) 。 肠 杆菌 属 
Enterobacter, zF $8 TT W Jg Bacillus, ^B T VÀ JE 
Arthrobacter , 葡萄 球菌 属 Staphylococcus, 不 动 杆菌 
& Acinecobacter 和 Terribacillus 为 典型 的 动物 肠 道 常 
见 细菌 种 类 ,它们 对 于 维持 宿主 正常 的 生理 营养 和 
消化 等 具有 重要 意义 (Andri et al., 20015; 文 竹 等 ， 
2015), 
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图 1 基于 16S rDNA 序列 构建 的 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道 细菌 系统 发 育 树 (邻接 法 ) 


Fig. 1 Phylogenetic tree of intestinal bacteria of Proisotoma ananevae adults based on 16S rDNA sequences 


L6 (MG646025) 


Glutamicibacter nicotianae (KY646077) 
Glutamicibacter nicotianae (KY646076) 


L10 (MG646026) 

Unidentified bacterium (HQ143291) 
Arthrobacter sp. (KT444697) 
L12 (MG646028) 

Leucobacier zeae (1X6690524) 
B1(MG$46018) 


Arthrobacter arilaitensis (1X903762) 


Arthrobacter nicotianae (X80739) 
Arthrobacter sp. (KT444697) 
B3 (MG646020) 


Lysinibacillus fusiformis (AB271743) 


N1 (MG646029) 
Bacillus thuringiensis (MF581432) 
Bacillus cereus (1H792383) 
Bacillus sp. (MF928090) 
Bacillus anthracis (HQ837778) 
Bacillus thuringiensis (KY312761) 
Bacillus cereus (KY316412) 
N7 (MG616033) 
B2 (MG6416019) 
Terribacillus goriensis DQ519571() 
L2 (MG646023) 


Terribacillus saccharophilus (AB243845) 


N5 (MG646032) 

Staphylococcus sciuri (KT887951) 
Staphylococcus sp. (KT029134) 
L1(MG646022) 


Lysinibacillus mangiferihumi (]F751238) 
Lysinibacillus fusiformis (KY312812) 


N9 (MG616033) 

Bacillus cereus (AE016877) 

N8 (MG646034) 

Staphylococcus sciuri (KY653115) 
Staphylococcus sciuri (KX344000) 
N2 (MG646030) 

Staphylococcus sciuri (CP022046) 

P1 (MG646036) 

Enterobacter tabaci (KP990658) 
Enterobacter ludwigii (KU942496) 
L11 (MG646027) 

Enterobacter ludwigii (KX242269) 
Enterobacter muelleri (KP525900) 
P2 (MG616037) 

Enterobacter ludwigii (KC951920) 
G2 (MG646021} 

Enterobacter tabaci (KP990658) 
Enterobacter mori (GL890774)) 
L5 (MG646024) 


Advenella kashmirensis subsp. methylica (KF683073) 
Acinetobacter oleivorans (CP002080) 


Acinetobacter sp. (MF276667) 
Acinetobacter sp. (KY907005) 
N3 (MG646031) 


( neighbor-joining method ) 


分 支 节点 的 数值 表示 自 举 1 000 检验 的 信任 值 。Bootstrap values for 1 000 replicates are indicated at each node. 
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A B C 


图 2 菌株 Bl (A), NI (B) fI LIO (C) 经 刚果 红 染 色 后 在 CMC 平板 上 的 水 解 圈 
Fig. 2 Hydrolysis rings of strains Bl (A), NI (B) and LIO ( 

















C) on the CMC-Na plates after Congo red staining 


表 2 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道内 降解 纤维 素 细菌 的 水 解 图 直径 统计 
Table 2 Statistics of zone diameters of cellulolytic bacteria in the intestinal tract of 


Proisotoma ananevae adults 






















































































菌株 TA EUER (d) 水 解 圈 直 径 (D) 水 解 圈 直径 / 
HM Diameter of bacterial colony Diameter of zone 菌落 直径 P 
(mm) ( mm) (D/d) 

B1 2.63 +0.06 21.67 +0.58 8.23 0. 000 
B2 1.33 +0.58 8.67 +0.58 6.52 0. 000 
B3 3.00 +0.21 21.33 +0.58 7.11 0. 000 
Ll 2.77 +0.25 14.33 +1.15 4.78 0.001 
L6 1.33 +0. 58 8.00 +2.00 6.02 0.001 
L10 4.67 +0.50 19.67 +2. 52 4.21 0. 002 
L12 5.00 +1.00 27.33 £3.21 5.47 0.004 
NI 4.33 +0.17 22.67 +0.58 5.24 0. 000 
N7 3.67 +0.58 22.67 +0.58 5.24 0. 000 
N9 1.80 +0.24 15.33 +1.15 7.67 0.001 


表 中 数据 为 平均 值 奎 标准 差 。Data in the table are mean + SD. 
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图 3 阿南 原 等 跳 成 虫 肠 道中 降解 纤维 素 细菌 在 不 同 pH 值 下 的 纤维 素 酶 活力 
Fig. 3 Cellulolytic enzyme activity of cellulolytic bacteria in the intestinal tract of Proisotoma ananevae adults at different pH values 


柱 上 不 同 小 写字 母 示 差异 显著 (已 <0.05, 单 因素 方差 分 析 ) -o Different small letters above bars indicate significant difference ( P «0. 05, one-way 
ANOVA). 
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Table 3 One-way ANOVA and multiple comparison of cellulase activity of cellulolytic bacteria in 


the intestinal tract of Proisotoma ananevae adults at different pH values 


标准 差 的 平均 值 





95% 置信 区 间 95% Confidence limit 




















PH 组 标准 误 P 值 
Mean value of the EBR 下 限 
pH group E Standard error P value 
standard deviation Upper limit Lower limit 
pH 6.0 —- 17.1085 8.7201 0.056 -34.672 0.455 
H5 0 pH7.0 -51.5498 8.7201 0.000 -69.113 -33.987 
pH 5.0 vs 
pH 8.0 —- 78.5999 8.7201 0.000 — 96.163 — 61.037 
pH 9.0 -28.8574 8.7201 0.002 -46.421 - 11.294 
pH 7.0 —34.4413 8.7201 0.000 - 52. 004 -16.878 
pH 6.0 vs pH 8.0 -61.4913 8.7201 0. 000 -79.055 -43.928 
pH 9.0 - 11. 7489 8.7201 0.185 - 29.312 5.814 
H7.0 pH 8.0 -27.0500 8.7201 0. 003 -44.613 -9.487 
pH 7.0 vs 
pH 9.0 22.6924 8.7201 0.012 5.129 40. 256 
pH 8.0 vs pH 9.0 49.7425 8.7201 0.000 32.179 67.306 


多 重 比较 分 析 采 用 最 小 显著 差异 方法 。Multiple comparison analysis was done by the method of Least-Significant Difference ( LSD). 








在 降解 纤维 素 细 菌 的 筛选 中 , 产 纤维 素 的 细菌 
占 所 分 离 细菌 总 数 的 50% ,可 以 表明 阿南 原 等 跳 成 
虫 肠 道 内 存在 大 量 能 够 降解 纤维 素 的 细菌 。 这 与 跳 
虫 的 取 食 特点 是 相符 合 的 ,大 量 的 降解 纤维 素 细菌 
存在 于 跳 虫 肠 道内 ,不 仅 可 以 帮助 跳 虫 消化 摄 入 体 
内 的 纤维 素性 食物 ,将 小 分 子 可 利用 的 有 机 物 归 还 
到 土壤 中 ,加 速生 态 系统 物质 循环 的 能 量 流动 ,特别 
是 碳 循 环 ,还 提供 了 降解 纤维 素 的 细菌 资源 ,进一步 
优化 它们 的 产 酶 条 件 ,可 以 更 好 地 用 于 纤维 素 降 解 ， 
提高 生物 大 分 子 的 利用 效率 。 

纤维 素 水 解 圈 直 径 与 菌落 直径 之 比 用 来 简单 评 
估 降 解 纤 维 素 能 力 的 大 小 ,比值 越 大 表明 菌株 产 纤 
维 素 酶 的 能 力 越 强 ,编号 为 B1，B2，B3 和 N9 HYT 
株 比 值 较 高 ,分 别 为 13. 98, 6.52, 7. 11 和 7.67。 
为 验证 水 解 圈 观 察 记 录 的 方法 衡量 菌株 降解 纤维 素 
能 力 的 大 小 是 否 准确 ,用 DNS 法 对 10 株 菌株 的 粗 
酶 液 进行 酶 活力 大 小 测定 ,实验 结果 与 前 者 基本 一 
致 ,是 所 有 菌株 在 不 同 pH 值 条 件 下 , 酶 活力 大 小 存 
在 显著 差异 , 但 pH 5.0 与 pH 6.0 的 纤维 素 酶 活力 
相差 不 大 ,可 能 是 因为 在 酸性 条 件 下 , 跳 虫 肠 道 内 降 
解 纤维 素 的 细菌 纤维 素 酶 的 表达 水 平 较 低 且 上 升 趋 
势 缓慢 ,一 个 pH 值 梯度 的 提高 ,虽然 酶 活力 也 随 之 
提高 ,但 这 种 酸性 条 件 并 不 足以 使 酶 活力 产生 显著 
的 提升 ;pH 6.0 与 pH 9.0 的 纤维 素 酶 活力 相差 不 
大 ,证明 碱 性 和 酸性 条 件 都 会 影响 跳 虫 肠 道 细菌 纤 
维 素 酶 的 表达 水 平 ,并 且 两 种 pH 条 件 对 跳 虫 肠 道 
报 入 的 外 源 纤维 素 代 谢 过 程 的 影响 程度 差别 不 大 。 
pH 8.0 时 菌株 的 酶 活力 最 高 (图 3) 且 与 pH 7.0 和 


































































































pH 9.0 等 相 比 差异 显著 ( 表 3) ,并 不 能 说 明 pH 8.0 
为 纤维 素 酶 的 最 适 p 也 ,但 可 以 表明 阿南 原 等 跳 成 虫 
肠 道中 分 离 获得 的 降解 纤维 素 细菌 的 纤维 素 酶 活力 
在 偏 碱 性 条 件 下 明显 高 于 酸性 条 件 下 , 即 在 偏 碱 性 
条 件 下 纤维 素 降解 能 力 要 优 于 酸性 条 件 时 的 降解 能 
Jj ;同时 提示 pH 8.0 左右 可 能 是 阿南 原 等 跳 肠 道 细 
菌 发 挥 生 理 作 用 的 一 个 良好 的 酸碱度 范围 。 

芽孢 杆菌 属 Bacillus 被 认为 是 产 纤 维 素 酶 的 常 
见 菌 属 (Auta, 2017) ,它们 是 土壤 和 昆虫 肠 道 细菌 
中 的 常见 细菌 ,能 够 降解 大 分 子 碳 源 物质 ( Broderick 
et al., 2006) 。 在 本 研究 中 筛选 到 的 10 株 降解 纤维 
素 的 菌株 中 有 3 株 (N1, N7 和 N9 ) 属于 该 属 (图 1) , 
对 产 纤维 素 酶 贡献 较 大 。 本 研究 分 离 到 的 占 最 大 比 
重 的 肠 杆菌 属 Enterobacter 中 并 没有 筛选 到 能 够 产 
纤维 素 酶 的 菌株 ,这 与 杆 乍 产 酶 菌 筛选 研究 中 得 出 
的 结果 一 致 。 但 是 , 肠 杆菌 属 Enterobacter 能 介 导 昆 
HALBE E Bacillus thuringiensis 的 敏感 性 
( Anand et al., 2010) 并 帮助 昆虫 降解 碳水 化 合 物 ; 编 
号 为 Ll 和 B3 的 菌株 属于 赖 氨 酸 芽孢 杆菌 属 
Lysinibacillus ,其 中 上 上] 为 Lysinibacillus mangiferihumi , 
B3 与 纺锤 形 赖 氮 酸 芽 抱 杆菌 属 Lysinibacillus 
fusiformis 的 相似 性 为 99% , 2t H VR ER B3 在 纤维 素 
酶 活力 测定 中 酶 活力 最 高 。Gupta 和 Parkhey 
(2014) 研究 证 明 L. fusiformis 能 够 产 纤维 素 酶 。 关 
于 Terribacillus 降解 纤维 素 的 研究, Qinggeer 等 
(2016) 证 实 ,即使 是 在 低温 的 环境 下 Terribacillus 
saccarophilus 也 能 够 降解 纤维 素 , 这 些 与 本 研究 的 实 
验 结果 一 致 。 
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这 是 首次 有 关 跳 虫 肠 道 细菌 结构 的 研究 ,希望 
能 够 对 后 续 有 关 跳 虫 肠 道 的 研究 提供 参考 , 对 研究 
跳 虫 在 土壤 生态 中 的 作用 有 所 帮助 。 另 外 ,本 研究 
对 跳 虫 肠 道 降解 纤维 素 的 细菌 进行 了 筛选 ,证 实 阿 
南 原 等 跳 肠 道内 存在 大 量 能 够 降解 纤维 素 的 细菌 ， 
它们 可 以 将 纤维 素 转化 为 可 利用 的 小 分 子 有 机 物 ， 
使 可 再 生 资 源 纤 维 素 能 够 很 好 地 被 利用 ,加 速 物 质 
循环 和 能 量 流动 。 对 不 同 pH 下 酶 活力 的 测定 表明 
跳 虫 肠 道 纤维 素 降 解 细菌 的 最 适 pH 在 7.0 ~9.0 
之 间 , 偏 碱 性 条 件 ,对 降解 纤维 素 提供 参考 ,希望 能 
够 更 好 地 服务 于 饲料 生产 、 食 品 加 工 、 化 学 能 源 等 
方面 。 
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